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Ⅰ．緒　　言
　テンサイ（Beta vulgaris L.）は，ヨーロッパを中心
に，北米，ロシアならびに北海道等で広く栽培され
ており，全世界で生産される砂糖原料の約３割を占
めている（農畜産業振興機構『需給関係資料』）。我
が国においても近年では国産糖の８割以上がテンサ
イを原料に製造される（てん菜糖業年鑑，2011）。我
が国におけるテンサイの栽培は北海道の畑作地帯に
おいて輪作体系に組み込まれて行われており，地域
には製糖業界をはじめ関連する産業も多く，極めて
重要な作物となっている。
　北海道でのテンサイ栽培は現在のところ９割以上
が移植栽培である（てん菜糖業年鑑，2011）。１～２ヶ
月施設内で育苗することにより，十分な初期生育量
を確保できることから，北海道のテンサイ収量の増
加と安定化に大きく貢献している。しかしながら，
今後想定される輸入テンサイ糖との競争を考えれ
ば，低コスト化に大きく寄与できる直播栽培が不可
欠である。
　北海道において直播栽培を困難にしている問題点
の一つとして，播種後の晩霜害があげられる。テン
サイの主産地では，播種後の子葉が展開した直後の
４月下旬から５月上旬にかけての時期に夜間に氷点
下となることが少なからぬ頻度で起こり，霜が降り
ることによって幼苗が凍結・枯死してしまうため，
播き直しが必要となる場合もある（角田・戸田，
2009）。この問題に対する解決策として耐凍性の高
い品種の育成が挙げられるが，これまでに耐凍性育
種が行われたことはない。テンサイは冬期間に栽培
される植物ではないが，開花には春化を要求するこ
とから，低温馴化能（氷点以上の低温下にさらされ
ることにより，耐凍性を獲得する能力（THOMASHOW，
1999））をもつことが推察される。しかしながら，テ
ンサイにおいては，耐冷性についてごく僅かな報告
があるのみであり（WOOD et al.，1950；WOOD，
1952），幼苗の低温応答や低温馴化に関して生理学
的な知見は得られていない。そこで，テンサイの耐
凍性を高める技術を開発するためには幼苗の低温応
答に関する基礎的なデータを蓄積する必要があると
考えられる。
　低温馴化の過程では，遺伝子発現（VOGEL et al.，
2005；HANNAH et al.，2005）や代謝（GUY et al.，
2008）に大きな変化が生じ，それにともなって膜構
造の変化（UEMURA and STEPONKUS，1994；
UEMURA et al.，1995）や水分含量の低下（KACPERSKA，
1993），プロリン等のアミノ酸や可溶性糖の増加
（ALBERDI and CORCUERA，1991）といった数多くの
変化が引き起こされる。これらは細胞外氷結による
物理的傷害の低減や脱水耐性向上に働くとされる。
　これらの変化のうち，可溶性糖の蓄積は広範な植
物種で確認されており，耐凍性に密接な関係がある
（STITT and HURRY，2002）。多くの場合，凍結保護
剤として働くスクロース，フルクトースならびにグ
ルコースなどの可溶性糖が低温にさらされることに
よって蓄積する。冬コムギや多くのイネ科牧草では
フルクタン（YOSHIDA and TAMURA，2011）が，シ
ロイヌナズナや耐塩草類である Distichlis spicata 
（Saltgrass），ならびにアルファルファ等のマメ科
牧草は，低温馴化の際にラフィノース，スタキオー
ス等のラフィノース族オリゴ糖が蓄積し，耐凍性に
寄与することが知られている（CASTONGUAY et al.，
1995；KLOTKE et al.，2004；SHAHBA et al.，2003）。
これらのオリゴ糖は浸透圧を調節する適合溶質とし
て，あるいは膜成分の保護などの働きによって耐凍
性を高めると考えられている（LIVINGSTON et al.，
2009）。また，シロイヌナズナにおいてβ - アミラー
ゼをコードする BMY7 および BMY8 遺伝子，ならび
にα -Glucan/Water Dikinase をコードする SEX1
が低温に応答して働き，デンプンを分解してマル
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トースおよびマルトオリゴ糖を蓄積することが知ら
れている（KAPLAN and GUY et al.，2004；YANO et 
al.，2005）。これらのマルトースおよびマルトオリ
ゴ糖も凍結保護剤としての機能が知られている
（CROWE et al.，1990）。
　以上のような，植物の低温応答として一般的であ
る可溶性糖の蓄積について，量的な変化や構成成分
についてテンサイ幼苗で明らかにすることは，テン
サイの低温応答の生理学的な基礎知見となり，これ
までに確立されていない幼苗期の低温馴化能を評価
するための耐凍性検定法の開発にも寄与すると期待
される。そこで本研究では，子葉期のテンサイ幼苗
における低温応答について，糖蓄積に注目して解析
した。
Ⅱ．材料および方法
１．供試材料
　北海道農業研究センターで育成されたテンサイ系
統「NK-219mm-O」（以下，「NK-219」と称する）を
本研究に用いた。本系統は葉片のカルス化およびカ
ルスからの植物体再性の能力が極めて高いことが知
られ，遺伝子導入実験を行う上で利用価値が高い。
培養土（サカタスーパーミックス A）に播種後，21℃，
16時間日長下で育成した。播種後２週間の子葉が十
分に展開し，かつ本葉が出現していない（子葉期）植
物体を５℃，10℃，15℃もしくは20℃に設定したグ
ロースチャンバーに移して16時間日長で７日間育成
した。
２．可溶性糖の抽出と分析
　上記の温度処理を施した植物体から，処理０日（無
処理），１日，３日，５日ならびに７日後にそれぞ
れ３個体から子葉を採取し，子葉の約５倍量の超純
水を加えて１時間ボイルすることにより可溶性糖を
抽出した。可溶性糖抽出物は0.45μm のシリンジフィ
ルターで濾過した後，糖分析に用いた。それぞれの
サンプルの抽出液には，液体クロマトグラフィーの
内部標準物質として，プロピレングリコール（最終
濃度１mg/ml）を添加した。
　可溶性糖の含量は，フルクトース，グルコース，
二糖およびオリゴ糖について YOSHIDA ら（1998）に
基づきShodex KS-802およびKS-803カラム（Shodex, 
Tokyo, Japan）を連結した高速液体クロマトグラ
フィー（HPLC）で分画し，屈折率検出器で検出す
ることで内部標準および標準物質との比較を行い定
量した。より詳細な糖の構成成分については，
Carbo Pac PA-1 anion-exchange column を装着し
たパルスアンペロメトリック検出器付き高速陰イオ
ン交換クロマトグラフィー DX 500（Dionex, CA, 
USA）（HPAEC）により同定した。HPAEC の分離
は150mM NaOH/ 酢酸ナトリウムグラジエントを
流速１ml/min で用いた。酢酸ナトリウムグラジエ
ントは，0–1min, 25mM；1–2min, 25–50mM；2–20 
min, 50–200mM の通りに行った。スクロースとマ
ルトースの同定には HPAEC を用い，各々の含量は，
HPLC で測定した二糖の含量を HPAEC で測定した
スクロースとマルトースのピーク面積の比で割るこ
とによって求めた。 
３．グルコアミラーゼアッセイ
　グルコアミラーゼ反応液（100mM 酢酸ナトリウ
ム緩衝液（pH4.5），６mg/ml グルコアミラーゼ（和
光純薬工業））と可溶性糖サンプルを等量ずつ混合
し，40℃で15分間反応した。反応物は上記と同様に
HPAEC で分析した。
Ⅲ．結　　果
１．テンサイ子葉の温度処理に応じた可溶性糖の蓄
　　積
　５～ 15℃の低温に対するテンサイの応答を，子
葉に含まれる糖含量の変化に着目して分析した。低
温処理を行う前（０日目）は，子葉に含まれる可溶性
糖の含量は，生重量１g あたり１～２mg と極めて
少ないが，処理温度に応じて総糖含量の変化が見ら
れた（第１図）。５℃処理では，子葉に含まれる可溶
性糖は顕著に増加し，７日間の処理により，0.9mg/
gF.W. から21.9mg/gF.W. まで増加した。10℃処理
で は ５ 日 目 ま で に0.9mg/gF.W. か ら14.8mg/gF.
W. まで増加したが，その後は顕著な増加は見られ
なかった。なお，５℃および10℃処理での糖蓄積に
ついては反復実験により同様の結果を得ている
（データは示さない）。一方，15℃および20℃処理で
は，可溶性糖の含量はわずかに増加するか，もしく
はほとんど変化がみられなかった（第１図）。
　15℃および20℃処理では本葉がやや展開する程度
の生長が見られたが，５℃および10℃処理では，植
物体はほとんど生長しなかった。
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２．低温応答で蓄積する糖の同定
　低温処理によってテンサイ子葉に蓄積する可溶性
糖の構成成分を，HPAEC で詳細に調べた。５℃，
５日間処理した子葉サンプルの典型的な結果を第２
図に示す。低温処理によって蓄積量が増加する主な
可溶性糖は単糖（フルクトースおよびグルコース）で
あり，残りのほとんどは二糖であった。二糖では，
スクロースに対応する5.8min（Retention time）の
ピークとは別に，7.9min に顕著なピークを検出し
た（第２図 B）。標準物質（第２図 A）との比較により，
7.9min のピークはマルトースであると推定される
が，低温処理によって植物体にマルトースが蓄積す
る事例は極めて少ない。そこで，子葉で検出された
7.9min のピークがマルトースである確証を得るた
め，グルコアミラーゼ反応により検証した。グルコ
アミラーゼはグルコース分子が重合したα - グルカ
ンに存在するα（1-4）およびα（1-6）グリコシド結合
を加水分解する活性を持ち，デンプンやマルトオリ
ゴ糖をグルコースに加水分解する。グルコアミラー
ゼ反応の結果，7.9min のピークが消失した。した
がって，ここで見出された7.9min のピークはマル
トースと同定した。
３．低温処理による可溶性糖構成成分の変動
　５℃および10℃処理により増加する可溶性糖の各
構成成分について，処理日数による変化を分析した
（第３図）。フルクトースおよびグルコースは５℃処
理時間に応じて顕著に増加し，フルクトースで0.4
mg/gF.W. から10.1mg/gF.W.，グルコースでは0.5
mg/gF.W. から9.3mg/gF.W. まで増加した。これら
の単糖は子葉に蓄積した可溶性糖の約90% を占め
る。10℃処理では，グルコースとフルクトース含量
の増加は処理後５日目まで認められた。二糖である
マルトースとスクロースも同様に５℃処理で蓄積量
が増加したが，マルトース含量がスクロース含量の
約２倍であった（第３図）。一方，10℃では最初の５
日でマルトースとスクロース含量は増加するもの
第１図　テンサイ子葉に蓄積する総可溶性糖含量の温
度処理による変化　　　　　　　　
第２図　高速陰イオン交換クロマトグラフィ （ーHPAEC）
　　　によるテンサイ子葉に蓄積した可溶性糖の分析
５℃，10℃，15℃もしくは20℃で１週間処理した幼苗
から子葉を採取し，可溶性糖含量を HPLC により測定
した。バーは標準誤差（n= ３）を示す。
（A）標準物質，（B）５℃，５日間処理した植物体の子葉
に含まれる可溶性糖のクロマトグラム，（C）グルコアミ
ラーゼ処理。（B）と同一のサンプルを３mg/ml グルコ
アミラーゼ，50mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH4.5）中で
40℃，15分間反応した。Fru，フルクトース；Glc，グルコー
ス；Suc，スクロース；Raf，ラフィノース；Mal，マルトー
ス。
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第３図　低温処理によってテンサイ子葉に蓄積した
可溶性糖各構成成分の変化　　　
５℃（○，直線）および10℃（△，破線）処理によって
子葉に蓄積したフルクトース，グルコース，スクロー
ス，マルトースならびにオリゴ糖の蓄積量の変化を示
す。バーは標準誤差（３個体）を示す。
の，５日目から７日目の間では減少した。オリゴ糖
含量は主に２日目以降に増加した。
Ⅳ．考　　察
　本研究では，子葉への可溶性糖の蓄積に注目して
テンサイ幼苗の低温応答特性を解析した。フルク
トース，グルコース，スクロース，マルトースおよ
びオリゴ糖の蓄積が５℃と10℃の双方の処理で見ら
れたのに対し，15℃および20℃では見られなかった
（第１図，第３図）。よって，テンサイの幼苗が低温
応答するのは15℃よりも低い温度であると考えられ
る。
　緒言でも述べたように，低温馴化能をもつ植物は
一般にスクロース，グルコース，フルクトースを蓄
積する。これらのうち，テンサイの子葉は，低温下
では単糖（フルクトースとグルコース）が主に蓄積
し，全体の約９割に達する。ほとんどの植物ではこ
れらの単糖に加え，凍結保護剤として働く二糖のス
クロースが低温馴化の過程で蓄積する（STITT and 
HURRY，2002）。例えば低温馴化したキャベツの幼
苗は本葉に含まれるスクロース，グルコースならび
にフルクトースの合計が約３mg/gF.W. から約18
mg/gF.W. まで増加する（SASAKI et al.，1996）。ラ
イムギの低温馴化では総糖含量は10.3mg/gF.W. か
ら24.7mg/gF.W. に増加する（KOSTER and LYNCH，
1992）。また，シロイヌナズナは１℃でわずか１日
間の処理でも低温馴化を示すが，その間に可溶性糖
含量は約５mg/gF.W. から約20mg/gF.W. に増加す
る（WANNER and JUNTTILA，1999）。耐凍性の向上
は可溶性糖の蓄積以外にも多くの要素が関わるため
に単純な比較は難しいが，５℃，７日間の処理でテ
ンサイの子葉に蓄積する可溶性糖含量はこれらの事
例とも近い値であり，耐凍性の向上にある程度寄与
していると考えられ，今後実験的に明らかにする必
要がある。
　興味深いことに，テンサイの子葉が５℃の低温に
応答する時に優先して蓄積する二糖はスクロースよ
りも，むしろマルトースであることが明らかとなっ
た（第２図，第３図）。単糖であるフルクトースおよ
びグルコースは温度変化に応じてほぼ同様の反応を
示すのに対して，二糖であるスクロースとマルトー
スを比較した場合，マルトースの方がより低温に応
答して蓄積することが示された。蓄積量は単糖より
もはるかに少ないものの，マルトースはトレハロー
スと同様に凍結保護効果の高い凍結保護剤として働
くという報告もあり（CROWE et al.，1990），低温下
でテンサイ子葉に蓄積するマルトースには耐凍性へ
の寄与等，重要な生理学的機能が推測される。
　植物において一般的にマルトースはデンプンの分
解によって生じるとされている。低温処理に応答し
たマルトースおよびマルトオリゴ糖の蓄積は，シロ
イヌナズナでも既に報告されている（KAPLAN and 
GUY，2004，2005）。β - アミラーゼ（デンプンを分
解してマルトースを生じる）をコードする BMY7 お
よび BMY8 遺伝子は低温ショックに応答して発現量
が増加し，それにともなってマルトースの蓄積が見
られる（KAPLAN and GUY，2004）。また，低温によ
るマルトースの蓄積にβ - アミラーゼ遺伝子が関与
5低温処理によるテンサイ子葉への可溶性糖の蓄積
していることは RNA interference による BMY8 遺
伝子の発現抑制実験からも裏付けられている
（KAPLAN and GUY，2005）。さらに，低温によって
生じる光合成装置への障害の低減に，直接あるいは
間接的にマルトースの蓄積が関わることが示唆され
た（KAPLAN and GUY，2005）。また，低温馴化の耐
凍性が低下するSTARCH EXESS1（SEX1）変異体では，
マルトオリゴ糖の蓄積能が損なわれていた（YANO 
et al.，2005）。これらの報告では，マルトースはデ
ンプンの分解によって生じるとされている。
　一方で，植物における単糖からのマルトースの
de novo（新規）合成は，ホウレンソウの子葉のみで
しか報告例がない。SCHILLING（1982）によって２分
子のα -D- グルコース -1- リン酸から１分子のマル
トースを de novo 合成するマルトースシンターゼ活
性が報告されている。テンサイとホウレンソウがい
ずれも分類上ヒユ科に属しており両者が比較的近縁
であることから，テンサイの子葉においてもマル
トースシンターゼが働いている可能性がある。テン
サイにおける上述のマルトース代謝経路の低温応答
をさらに解析することにより，テンサイの低温馴化
機構を明らかにすることができるものと期待され
る。また，マルトースを始めとする各種可溶性糖の
蓄積量と耐凍性との関係を明らかにすることによ
り，糖類の蓄積量による低温馴化能の評価手法開発
に応用可能である。
Ⅴ．摘　　要
１．テンサイ幼苗の低温応答について生理学的な知
見を得るため，低温処理によって子葉に蓄積す
る可溶性糖を分析した。
２．10℃，および５℃で子葉では可溶性糖が徐々に
蓄積したが，15℃および20℃ではほとんど糖含
量に変化が見られなかった。つまり，テンサイ
は10℃～ 15℃の間に低温応答を開始する温度
があると考えられる。
３．低温処理によって蓄積する可溶性糖の約９割が
単糖（フルクトースおよびグルコース）であり，
残りのほとんどは二糖（スクロースおよびマル
トース）であった。
４．低温応答によって主に蓄積する二糖は多くの植
物の場合スクロースであるが，テンサイの子葉
ではマルトースも蓄積し，特に５℃処理ではマ
ルトースがスクロースよりも顕著に蓄積した。
５．以上の結果から，テンサイ子葉における低温応
答するマルトース代謝はテンサイ幼苗の低温馴
化機能に関わる可能性が示唆された。
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Accumulation of Maltose in the Cotyledons of Sugar Beet in Response 
to Low Temperature
　In northern regions such as Hokkaido（Japan）, 
sugar beet seedlings soon after germination often 
suffer from extensive frost damage in spring, 
resulting in serious loss of yield. Enhancement of 
freezing tolerance at the early seedling stage is 
necessary for sugar beet cultivation. However, 
little is known about physiological responses of 
sugar beet to low temperatures and the ability of 
sugar beet to acquire freezing tolerance. Cold 
acclimation is enhancement of freezing tolerance 
by exposure to low, nonfreezing temperatures. In 
order to investigate the physiological responses of 
sugar beet （Beta vulgaris L.） seedlings at the 
cotyledon stage to low temperatures, we analyzed 
contents of soluble carbohydrates in cotyledons 
during incubation at low temperatures. The total 
amount of soluble carbohydrates remarkably 
increased during incubation for 7 days at ５℃ or 
10℃ , though only a slight increase or no increase 
was observed at 15℃ or 20℃ . Identification of the 
individual components of carbohydrates revealed 
that the amount of maltose was two-times larger 
than that of sucrose in sugar beet cotyledons 
treated at ５℃ . This finding will facilitate an 
understanding of the physiological response of 
sugar beet seedlings to a low temperature and the 
ability of sugar beet seedlings to acquire freezing 
tolerance.
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